pour déterminer si cibler Endol repré-
senterait une stratégie thérapeutique
pertinente. ¢

Hypothalamic endospanin 1 disso-
ciates obesity from type 2 diabetes
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La synergie immunophage
au cceur du succes de la

phagothérapie pulmonaire
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Les bactériophages : une solution
contre les bactéries résistantes aux
antibiotiques

La santé publique mondiale est menacée
par les bactéries devenues résistantes aux
antibiotiques. En effet, certaines infec-
tions bactériennes deviennent de plus en
plus difficiles a traiter et peuvent parfois
conduire a des impasses thérapeutiques
lorsqu’elles sont causées par des germes
multirésistants. Face a une telle situa-
tion, la recherche académique se mobilise
pour proposer des solutions qui peinent
a émerger de I'industrie pharmaceutique
[1]. Lune d’entre elles repose sur Iuti-
lisation de virus infectant les bactéries :
les bactériophages. €n attaquant les
bactéries par des mécanismes différents
de ceux des antibiotiques, les bactério-
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phages permettent le traitement d’infec-
tions ayant pour origine des germes multi-
résistants [2]. Cependant, les conditions
assurant le succes d’une phagothérapie
restent imprécises et notamment la prise
en considération de
I’hote (le patient)
demeure négligée
[3] (=9).

A I’aide d’un modéle

(=») Voir la Synthese
de N. Dufour et

L. Debarbieux, m/s
n° 4, avril 2017,
page 410

murin d’infection respiratoire aigué cau-
sée par la bactérie Pseudomonas aeru-
ginosa (pathogéne classé par I’Orga-
nisation mondiale de la santé comme
prioritaire pour la recherche de nouveaux
antibactériens), nous avons étudié le
role du systeme immunitaire au cours
d’une phagothérapie par le bactério-
phage virulent PAK_P1 [4].

https://doi.org/10.1051/medsci/20183404004

Bactériophages, bactéries et immunité
Les interactions entre les bactériophages
et les bactéries dans un cadre thérapeu-
tique sont encore mal connues, méme si
elles ont fait I'objet d’études extensives
dans les tubes a essai [5]. Par exemple,
I’exposition de bactéries a une grande
quantité d’un seul bactériophage entraine
I'inévitable sélection de bactéries résis-
tantes a ce virus [6]. Divers mécanismes de
résistance ont été décrits, mais I'une des
particularités des bactériophages tient au
fait qu’ils peuvent eux-mémes développer
des mécanismes pour contrer cette résis-
tance [7]. Les caractéristiques des inte-
ractions entre bactériophages et bactéries
étant facilement mesurables (constante
d’affinité, vitesse de croissance, proba-
bilité de rencontre, etc.), des modeéles
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Figure 1. Interaction hote pathogéne et traitement. Le schéma du haut représente des inte-

ractions tripartites entre le bactériophage (phagothérapie, en jaune), la bactérie pathogéne

(infection bactérienne en rouge) et les cellules immunitaires (réponse immunitaire innée, en

violet). €n bas a gauche sont présentées les courbes de survie illustrant I’efficacité d’une pha-

gothérapie dans différents contextes immunitaires. Les résultats de la simulation de I’efficacité

d’une phagothérapie en fonction de la quantité de neutrophiles sont représentés sur la droite.

mathématiques représentant la variation
de ces deux populations antagonistes ont
été proposés [5]. Cependant, ces connais-
sances acquises essentiellement in vitro ne
permettent pas d’expliquer completement
les observations recueillies in vivo lais-
sant le champ libre a des interprétations
infondées nuisant au développement de
la phagothérapie [8]. Lors d’une utilisa-
tion thérapeutique, les interactions entre
bactériophages et bactéries peuvent étre
influencées par les pressions exercées par
le systeme immunitaire de I’hote. En effet,
celui-ci affecte plus ou moins fortement
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la croissance du pathogéne et peut limiter
action du bactériophage. De plus, ces
deux effets peuvent étre altérés chez un
hote immunodéprimé avec, pour consé-
quence, une modification de I'efficacité
du traitement antimicrobien. Pour iden-
tifier Iinfluence du systéeme immunitaire
au cours d’une phagothérapie, nous avons
testé 'impact de la variation de 'immuno-
compétence de I’hote dans notre modéle
murin d’infection respiratoire, et avons
couplé cette étude a I’élaboration d’un
modéle mathématique permettant de réa-
liser des prédictions sur les interactions

tripartites entre bactériophages, bactéries
et réponse de I'hdte (Figure 1) [9].

Limportance de la réponse
immunitaire au cours d’une
phagothérapie

Nous avions précédemment montré que le
phage PAK_P1 permet de traiter efficace-
ment une infection pulmonaire chez des
animaux immunocompétents (100 % de
survie des animaux traités par comparai-
son & aucune survie pour les non-traités),
laissant supposer que la seule action
antibactérienne des bactériophages était
suffisante pour assurer le succes du trai-
tement [4]. Pour évaluer la part du sys-
téme immunitaire dans le traitement par
le bactériophage PAK_P1, nous avons
appliqué le méme protocole a des souris
invalidées pour le géne codant la protéine
Myd88 (myeloid differentiation primary
response 88). Cette protéine participant a
la signalisation induite par les récepteurs
TLR (Toll-like receptors) reconnaissant
des motifs microbiens, est essentielle
au déclenchement de la réponse immu-
nitaire innée et, par conséquent, de tels
animaux sont plus sensibles a 'infection
par P. aeruginosa. Infectées par une dose
100 fois inférieure a celle utilisée chez les
animaux immunocompétents, les souris
MyD88~~ développent toujours une infec-
tion respiratoire aigué qui, en 48 h, est
fatale a la plupart d’entre elles. €n appli-
quant un traitement par le bactériophage
PAK_P1, la survie de ces animaux infectés
était légerement augmentée, un résultat
bien moindre que celui obtenu avec des
souris immunocompétentes (Figure 1).
Cette expérience démontrait donc que
Iefficacité du traitement par le bactério-
phage PAK_P1 dépendait bien de Iacti-
vation d’une réponse immunitaire. Grace
a lutilisation d’une souche de P. aerugi-
nosa bioluminescente (émettant consti-
tutivement de la lumiére), nous avons
pu quantifier I'infection pour un méme
animal au cours du temps, et obtenir
ainsi des données dynamiques. L'intensité
de la lumiere mesurée chez les animaux
MyD88/ traités par le bactériophage
décline entre 8 et 24 h apres infection,



montrant que le bactériophage est bien
capable de réduire la quantité de bacté-
ries dans les poumons. Pourtant, entre 24
et 48 h, cette intensité augmente de nou-
veau pour ne plus chuter jusqu’au déces
des animaux. Un tel profil suggérait donc
que les bactéries responsables du déces
des animaux pouvaient étre devenues
résistantes au bactériophage PAK_P1, ce
qui ft confirmé par "analyse de plusieurs
bactéries prélevées 24 h apres infection.
Une fois la cause de Iéchec thérapeu-
tique identifiée, il restait a déterminer
quels étaient les composants du systeme
immunitaire qui étaient impliqués dans
le succes de la phagothérapie chez les
animaux immunocompétents. Pour tester
le rdle des cellules lymphoides (princi-
palement les lymphocytes B et T), nous
avons étudié des souris invalidées pour
les genes Rag2 (recombination activating
gene 2) et I12rg (interleukin 2 recep-
tor subunit gamma). Chez ces animaux,
incapables de développer une réponse
lymphocytaire, le traitement de I'infec-
tion pulmonaire par le bactériophage est
tout aussi efficace que chez des animaux
immunocompétents, nous amenant a
conclure que les cellules lymphoides ne
sont pas impliquées dans le succes d’une
phagothérapie [9]. A I'aide d’un anti-
corps, nous avons ensuite spécifiquement
ciblé les neutrophiles, qui sont les pre-
mieres cellules immunitaires recrutées au
site infectieux. Chez les souris devenues
neutropéniques, le traitement par le bac-
tériophage PAK_P1 s’est avéré inefficace.
Le role des neutrophiles dans I’efficacité
de la phagothérapie est donc majeur
(Figure 1). Nous avons par ailleurs montré
que le bactériophage PAK_P1 ne déclen-
chait pas par lui-méme, & court (24 h)
et long (4 jours) termes, de production
significative de cytokines dans les pou-
mons des animaux sains, démontrant
ainsi son innocuité [9].

La synergie immunophage

et ses implications

Notre travail a permis de révéler 'ac-
tion synergique des bactériophages
et du systéme immunitaire contre
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les bactéries. Rapidement apres son
application, le bactériophage détruit
les bactéries et soumet celles-ci @ une
pression de sélection qui engendre la
croissance de bactéries qui lui sont
résistantes. Cependant, lorsque le
systeme immunitaire est fonction-
nel, celui-ci détecte les bactéries
et met en place via un réseau com-
plexe de signalisation une réponse
qui les prendra en charge (notamment
via les neutrophiles) qu’elles soient
susceptibles ou résistantes au bac-
tériophage (Figure 1). Au contraire,
lorsque le systeme immunitaire est
altéré, et en particulier en cas de
neutropénie, I'absence d’action syner-
gique empéche le contrdle des bacté-
ries résistantes au bactériophage, qui
peuvent alors provoquer une infection
fatale.

Au cours des différentes étapes de ce
travail, nous avons progressivement
élaboré plusieurs modéles mathéma-
tiques décrivant les différentes situa-
tions testées. Finalement, nous pro-
posons aujourd’hui deux modeles qui,
de maniére équivalente, permettent
de simuler fidélement I'implication du
systeme immunitaire au cours d’une
phagothérapie [9]. Ces modeles (se
différenciant dans la prise en compte
de I’hétérogénéité des interactions
au sein du poumon) permettent d’an-
ticiper qu'un déficit d’environ 50 %
du nombre de neutrophiles pourrait
conduire a un échec de la phagothé-
rapie (Figure 1). Ce travail démontre
I"importance des interactions tripar-
tites entre bactériophages, bacté-
ries et cellules immunitaires, dont la
compréhension permettra a terme de
mieux appréhender la mise en place des
futurs traitements. Bien que proposée
il y a un siéecle, brievement développée
au niveau mondial avant les antibio-
tiques puis globalement abandonnée,
la phagothérapie recéle encore bien
des secrets tout en tenant ses pro-
messes, comme en atteste le succes de
récents traitements en Europe et aux
€tats-Unis [10, 11]. ¢

Immunophage synergy is required for
successful pulmonary phage therapy
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